OBSERVACION Y CUANTIFICACION DE LOS PROCEDIMIENTOS DEL CTV

GENERAL

oUW

Grado de contaminacion. Tipo de contaminacion: % de explantos con contaminacidn visible.
Oxidacién. Necrosis: % de explantos afectados

Desdiferenciacién/callo: nimero de explantos que tienen desdiferenciacién
Neoformacion de drganos (brotes/raices): nimero de explantos con brotes/raices
Tiempos/periodos: cuando? Subcultivos

Observacion con lupa/Andlisis microscépico

CULTIVO DE CALLOS
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Lugar del explanto donde comienza la formacién de callo
Apariencia: acuosa, compacto, seco, nodular, friable

Color: blanco, amarillento, pardo, verde

Tipos: morfogénico (embriogénico, organogénico), ho morfogénico
Tipos celulares (microscopio)

Grado de diferenciacién celular: elementos traqueales

Tasa de crecimiento: Incremento de peso fresco, peso seco.
Habituacion

Friabilidad: tendencia de las células a separarse unas de otras, por lo que el callo se disgrega
facilmente (apariencia seca, compacto, coloracién amarillo-blanquecina)

SUSPENSIONES CELULARES

El crecimiento celular puede expresarse cualitativamente, pues conforme las células se
multiplican se observa un aumento en la viscosidad del medio de cultivo.
También se expresa mediante determinacion peridédica de pardmetros especificos de
crecimiento como:

* Peso fresco y peso seco de células cultivadas
* El volumen del paquete de células (VPC). Es el volumen total ocupado por las células en
una alicuota de cultivo
El nimero de células por unidad de volumen, cuantificadas con ayuda de un
hemocitémetro (cdmara de conteo)

Conductividad del medio

Contenido de proteinas o ADN

Vitalidad de las células: tincién con Diacetato de Fluorescencia (FDA)
Determinacién del indice mitético (MI)

Morfologia de las células: agregados, células aisladas, tipos celulares (meristemdticas,
parenquimdticas, gigantes)
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PROLIFERACION DE BROTES
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Tipo de explanto. Reguladores de crecimiento. Condiciones de cultivo. Lugar del explanto
y/o tejido de origen
% de explantos que respondieron en cada medio de cultivo,
promedio de brotes axilares por explanto,
presencia de callo organogénico en la base de cada explanto;
nimero de nudos por brote adventicio
Determinacién de la eficiencia del sistema:
* ndmero promedio de brotes por explanto
* % de explantos que presentan brotes
@ (CBF (Capacidad de Formacion de brotes)

ICFB= promedio de brotes por explanto x % de explantos con brotes / 100
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Largo de brotes

Grado de diferenciacién de los brotes

Fenotipo

Vitrificacion

Nro. de brotes que forman plantas completas (conversién). % de superviviencia. fenotipo
Andlisis microscépico: organizacién tisular.

TIEMPOS

Enraizamiento
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% de enraizamiento

tipo de raiz

ndmero y largo de raices
densidad

tiempo de aparicion de raices
andlisis microscdpico

EMBRIOGENESIS SOMATICA
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Estadio de desarrollo de los embriones (dicotileddneas. globular, corazén, torpedo,
cotiledonar; monocotileddneas: globular, coleoptilar, escutelar)

Cantidad de embriones por peso /explanto/superficie

Microscopio: organizacion tisular, no conexion vacular con tejido madre, estructuras
polares

Marcadores moleculares del proceso de embriogénesis

% de germinacion

% de conversién a planta completa

Poliembrionia

Embriogénesis ciclica

Aberraciones

TIEMPOS



